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たところ、D311 および E313 がキチンのβ-(1,4) グルコシド結合を切断する触媒残基であることが示唆された。また、
D311 のカルボキシル基と基質の距離が、活性発現に重要であると推測された。 
 ４種類のキチナーゼに共通に見出された AKWWTQ モチーフを有するドメインの機能を調べたところ、本ドメイン
は、キチン、結晶セルロース、キトサンなどの不溶性多糖に結合能を有することが明らかとなった。 
 ChiA の N 末端に存在する PKD ドメインに存在する４つの芳香族アミノ酸残基のキチナーゼ活性に及ぼす影響に
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ついて検討した結果、W30 および W67 をアラニンに置換した２アミノ酸残基の変異体（W30A/W67A）の酵素活性
は、不溶性基質である粉末キチンおよびコロイダルキチンを用いた場合、それぞれ 12.4％および 32.8％にまで減少し
た。しかし、本変異体は、可溶性基質であるグリコールキチンを用いた場合、73.2％の残存活性が認められた。した
がって、W30 および W67 は、不溶性のキチンを加水分解するために重要な役割を果たしているアミノ酸残基である
と考えられた。また、PKD ドメインは、粉末キチンに対して結合能を示した。以上の結果から、PKD ドメインは、






 ４種類のキチナーゼの至適温度について比較検討したところ、ChiA、ChiC および ChiD の至適温度は 40～50°C
であったが、ChiB のそれは 30°C で、０°C 付近においても比較的高い活性を示した。また、ChiA、ChiC および ChiD
は、40°C、60 分間処理で 70％以上の残存活性を保持したが、ChiB は、10 分間処理で 40％、40 分間処理で 15％に
まで低下し、熱安定性が低いことから、ChiB は、典型的な低温適応酵素であった。また、４種類のキチナーゼの至




ーゼのキチン分解における相乗作用について検討したところ、ChiA、ChiB、ChiC および ChiD を３：３：２：６の
割合で混合した場合、各酵素の単独での活性の総和と比較して、約２倍の相乗効果が観察された。したがって、異な
る基質特異性を有するキチナーゼを混合することにより、効率的に粉末キチンを分解できることが明らかとなった。 








１．種々の海域、各深度の海水中ならびに海底堆積物中より 1,702 株の海洋微生物をスクリーニングし、85 株のキチ
ナーゼ産生菌から、キチナーゼ活性が高く、かつキチナーゼを安定に産生する細菌を単離し、Alteromonas sp. O-7
株と命名した。 
２．Alteromonas sp. O-7 株から、４種類のキチナーゼ遺伝子（chiA、chiB、chiC、chiD）のクローニングに成功し
た。 
３．４種類のキチナーゼ遺伝子を操作することで、酵素活性ドメインで働くアミノ酸残基構造を明らかにした。 
４．酵素活性モチーフの解析から、AKWWTQ モチーフと PKD ドメインの機能を明らかにした。 
５．４種類のキチナーゼの酵素学的性状を調べることで、キチン分解のプロセスを明らかにした。 
 以上本研究は、キチン分解経路を明らかにすることで、生分解性ポリマーとしてのキチンの応用に、生態環境学か
らの視点に新境地を開いた重要な研究であり、薬学博士の学位を授与するにふさわしいものと考える。 
